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論文内容の要旨
〔目的〕
バキュロウイルスベクターは、外来遺伝子の大量発現が可能であり、しかも、昆虫細胞は真核細胞であるため、活
性発現に必須な翻訳後修飾を受けることから、分子生物学の研究に広く応用されている。これまで、パキュロウイル
スは節足動物のみに感染し、その宿主域は非常に限定されるものと考えられてきた。しかしながら、広範な晴乳動物
細胞にも遺伝子を導入できることが明らかとなり、新しい遺伝子導入ベクターとして注目されている。しかし、本来
のエンベロープ蛋白質 gp64 は、動物細胞に普遍的に存在するリン脂質を認識しているため、特定の細胞種だけに特
異的に導入することは困難であった。本研究は、 gp64 を完全に欠失させ、目的のリガンドだけを持ったシュードタ
イプウイルスを作製し、細胞種特異的な遺伝子導入の可能性を検討した。
〔方法〕
相同組換えにより gp64 遺伝子を欠損させたパキュロウイルスゲノムを作製し、このウイルスゲノムの多角体遺伝
子領域に、多角体プロモーターと CAG プロモーターの下流にそれぞれリガンド遺伝子とルシフエラーゼ遺伝子を組
み込んだ。この組換えウイルスゲノムを見虫細胞に導入し、その培養上清中からシュードタイプウイルスを回収し、
濃縮・精製した。ウエスタンプロットによってシュードタイプウイルスのリガンド分子の取り込みを、またルシブエ
ラーゼの発現を指標にして晴乳動物細胞への遺伝子導入効率を検討した。
〔成績〕
まず、外来のリガンド分子による遺伝子導入を検討するため、水癌性口内炎ウイルスのエンベロープ蛋白質 (VSVG)
を持つシュードタイプウイルスを作製した。ウイルス粒子中には VSVG が検出されたが、 gp64 は全く検出されなか
った。一方、コントロールとして作成した gp64 を持つウイルスでは、 gp64 のみが検出された。日甫乳動物細胞への遺
伝子導入効率を検討した結果、 VSVG ウイルスは、 gp64 ウイルス同様に種々な晴乳動物細胞に対して遺伝子導入で
きることが示された。さらに、 VSVG ウイルスは抗 VSVG 抗体で遺伝子導入が中和され、抗 gp64 抗体では中和され
なかった。一方、ウイルスは抗 gp64 抗体でのみ中和され、抗 VSVG 抗体による中和は認められなかった。
次に、ウイルスのエンベロープ蛋白質ではなく、レセプタ一分子の取り込みを検討した。エンベロープ蛋白質との
特異性が詳細に検討されている麻疹ウイルスのレセプタ一分子 (CD46 または SLAM) を持つシュードタイプウイル
スを作製し、エンベロープ蛋白質特異的な遺伝子導入を検討した。シュードタイプウイルス粒子への両レセプタ一分
子の取り込みを検討したところ、 CD46 は粒子中に検出されたが、 SLAM は検出できなかった。そこで、 SLAM の細
胞質領域を削った改変型 SLAM を持つシュードタイプウイルスを作製したところ、効率よくウイルス粒子に取り込ま
れるようになった。これらシュードタイプウイルスの麻疹ウイルスエンベロープ蛋白質発現細胞への遺伝子導入を検
討した結果、 CD46 ウイルスは Edmonston 株のエンベロープ蛋白質を発現する細胞にのみに、一方、改変型 SLAM
ウイルスは Edmonston 株だけでなく、野生株のエンベロープ蛋白質を発現する細胞にも遺伝子導入が可能であった。
これらの成績は、麻疹ウイルス株間のレセプター特異性を反映するもので、あった。また、それぞれのレセプターに対
する抗体により、特異的な中和が認められた。次に、それぞれのシュードタイプウイルスのターゲット細胞への侵入
経路について検討した。エンドソーム内の pH の酸性化阻害剤で処理した晴乳動物細胞では、 VSVG ウイルス及び
gp64 ウイルスで、は濃度依存的に遺伝子導入が阻害され、岡、ンュードタイプウイルスがエンドサイトーシスを介して
細胞に侵入していることが示唆された。一方、 CD46 ウイルスでは有意な阻害は認められず、形質膜から直接侵入し
ていることが示唆された。
〔総括〕
本研究により、パキュロウイルスのエンベロープ蛋白質 gp64 を完全に欠損させ、目的のリガンド分子のみを粒子
に提示することによって、細胞種特異的な遺伝子導入が可能であることが明らかとなった。ターゲッティング可能な
パキュロウイルスベクターの構築は、遺伝子治療やウイルスディスプレイ等の広範な展開が期待できるものと思われ
る。
論文審査の結果の要旨
本論文では、バキュロウイルスのエンベロープ蛋白質 gp64 を欠失させ、目的のリガンドだけを持ったシュードタ
イプウイルスを作製し、特定の哨乳動物細胞にのみ遺伝子を導入できるターゲッティングベクターの開発を試みてい
る。
まず、水癌性口内炎ウイルスのエンベロープ蛋白質 (VSVG) を持つ、ンュードタイプウイルスを作製しところ、種々
な日甫乳動物細胞に対して感染性を示し、 VSVG に対する抗体で遺伝子導入が特異的に中和された。また、麻疹ウイル
スのレセプター (CD46 あるいは SLAM) を持つシュードタイプウイルスは共に麻疹ウイルスのエンベロープ蛋白質
を発現する細胞にのみに遺伝子を導入でき、発現していない細胞には導入できなかった。さらに、これらのウイルス
による遺伝子導入は、 CD46 あるいは SLAM に対する抗体で特異的に中和された。
申請者の研究内容は、パキュロウイルスベクターを用いた特異的遺伝子導入ベクター系を構築し、それを証明した
ものであり、学位の授与に値すると考えられる。
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